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SOMMAIRE 
 
 
Staphylococcus aureus est une bactérie pathogène d’importance pouvant causer une multitude 
d’infections allant d’infections cutanées à des infections systémiques mortelles. Ce pathogène 
infecte l’homme ainsi que les animaux comme les porcs, bovins, volailles, etc. Chez les 
animaux, cette bactérie cause, entre autres, la mammite bovine. Il existe des souches de S. aureus 
qui sont résistantes à la méthicilline (SARM). Le nombre d’infections reliées aux SARMs est en 
constante évolution, car en plus de leur forte présence dans les hôpitaux, ces bactéries sont aussi 
présentes dans la communauté et auprès des animaux d’élevage. En plus de la résistance à la 
classe antibiotique des ß-lactamines, dont la méthicilline fait partie, plusieurs souches de SARMs 
sont résistantes à d’autres classes d’antibiotiques (macrolides, fluoroquinolones, 
aminoglycosides). De plus, plusieurs souches de S. aureus produisent des biofilms, soit des 
structures qui protègent les bactéries contre plusieurs facteurs de leur environnement. La plupart 
des antibiotiques sont moins efficaces pour tuer les bactéries se retrouvant dans cette structure.  
 
L’inefficacité de la plupart des antibiotiques existants envers ce pathogène demande la recherche 
de nouvelles classes d’antibiotiques ayant de nouvelles cibles thérapeutiques ce qui permettrait 
de cibler ce pathogène et de l’éliminer. De récentes recherches ont permis de découvrir une 
nouvelle classe d’antibiotiques, soit des pyrimidines modifiées, qui sont des ligands spécifiques 
du riborégulateur guanine, compris dans la classe des riborégulateurs purines. Ces molécules 
antibiotiques ont une cible très spécifique : elles sont efficaces lorsque le riborégulateur guanine 
contrôle spécifiquement la transcription du gène guaA, qui code pour la GMP synthétase. La 
position activée du riborégulateur résulte en la pleine transcription du gène guaA et 
subséquemment en la synthèse du GMP. Lorsqu’il y a un excès de guanine intracellulaire, ce 
ligand se lie spécifiquement à l’aptamère en 5’ du riborégulateur provoquant ainsi la formation 
d’une tige de terminaison qui empêche la transcription de guaA. En fait, chez S. aureus, le 
riborégulateur guanine contrôle tout l’opéron xpt-pbuX-guaB-guaA. 
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Il a été démontré que la molécule 2,5,6-triaminopyrimidine-4-un (PC1), une pyrimidine 
modifiée, favorise la conformation terminatrice du riborégulateur guanine et ainsi, l’arrêt 
artificiel de la transcription de guaA. Par contre, cette molécule n’est pas encore parfaite. Il y a 
dimérisation en un composé inactif en présence d’oxygène.  
 
La suite des efforts de recherche a consisté à produire et identifier de nouvelles molécules de 
type pyrimidine dérivées de PC1 ou autres analogues de guanine et qui agissent comme 
antibiotiques en liant le riborégulateur guanine retrouvé chez les staphylocoques. En particulier, 
nous avons démontré l’efficacité in vitro et in vivo de la molécule GRL-206 contre les infections 
causées par les SARMs et les souches bovines de S. aureus. En parallèle, l’efficacité de GRL-
206 a aussi été testée contre Staphylococcus epidermidis, un staphylocoque à coagulase négative 
(SCN) produisant des biofilms.  
 
Mots clés : Staphylococcus aureus, riborégulateur guanine, antibiotique 
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CHAPITRE 1  
 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
1.1 Staphylococcus aureus 
 
Staphylococcus aureus est une bactérie qui est fréquemment retrouvée au niveau de la peau ou 
des voies nasales des personnes en santé (Joo et Otto, 2015). Il est estimé qu’environ 30% de 
la population adulte est colonisée par cette dernière (Eriksen et al., 1995) et que 20% sont des 
porteurs persistants (Kluytmans et al., 1997). S. aureus a un grand pouvoir pathogène. Cette 
bactérie cause, entre autres, des infections de la peau, des endocardites, des pneumonies, des 
fasciites nécrosantes (Rozemeijer et al., 2015) et même des infections systémiques pouvant 
mener à la mort. De plus, S. aureus peut causer des infections chez les animaux comme celles 
de la glande mammaire chez les vaches et qui mènent à des mammites.  
 
1.1.1. SARM 
 
En plus de leur grand potentiel de virulence, plusieurs souches de S. aureus sont résistantes à 
la méthicilline et sont appelées S. aureus résistants à la méthicilline (SARM). La méthicilline  
est une molécule semi-synthétique qui a été introduite sur le marché en 1959 et qui fait partie 
de la famille antibiotique des pénicillines. Contrairement à d’autres antibiotiques de cette 
même famille, la méthicilline n’est pas affectée par les enzymes produites par certaines 
bactéries nommées β-lactamases, qui clivent le noyau β-lactam des pénicillines les rendant 
donc inactives (Morell et Balkin, 2010). Cependant, seulement deux ans après le début de son 
utilisation clinique en 1961, il y a eu le recensement d’un premier SARM au Royaume-Uni. 
Ensuite, d’autres pays d’Europe suivi du Japon, de l’Australie et de l’Amérique ont observé de 
telles bactéries (Enright et al., 2002). Désormais, les SARMs sont fortement présents dans 
plusieurs pays du monde.  
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La résistance à la méthicilline est due à l’acquisition d’un élément génétique mobile par une 
souche de Staphylococcus aureus sensible à la méthicilline. Cet élément génétique mobile est 
nommé staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). L’origine de cette cassette et 
comment elle est transférée suscite beaucoup d’intérêts auprès des chercheurs. Une hypothèse 
suggérée est que cet élément mobile origine des staphylocoques à coagulase négative (SCN), 
plus précisément du groupe S. sciuri. Ce groupe comprend les bactéries S. sciuri, S. vitulinus 
et S. fleurettii, qui sont fréquemment isolées des animaux ou des produits alimentaires mais 
peu souvent retrouvées chez l’homme (Tsubakishita et al., 2010). Cette cassette porte le gène 
mecA codant pour une Penicillin Binding Protein (PBP) nommée PBP2a (Moellering, 2012). 
Normalement, il y a quatre PBP retrouvées chez S. aureus : la PBP1, PBP2, PBP3 et la PBP4. 
Ces protéines sont impliquées dans la synthèse de la paroi cellulaire bactérienne, entre autres, 
par leur rôle de transpeptidation et de transglycosylation. Plus précisément, la transpeptidation 
consiste à transférer un ou plusieurs acides aminés d’une chaîne peptidique à une autre. La 
structure des antibiotiques β-lactames ressemble beaucoup au lien D-alanyl-D-alanine en 
position terminale des chaînes peptidiques formant la paroi cellulaire. Lorsque les 
antibiotiques β-lactames sont présents, ils occupent le domaine de transpeptidation des PBP ce 
qui l’empêche d’avoir lieu. Sans une transpeptidation efficace, la paroi cellulaire est affaiblie 
ce qui peut mener à la perte de certains éléments du cytoplasme et éventuellement à la mort de 
la cellule (Stapleton et Taylor, 2002). Par contre, en présence de la PBP2a, elle peut assurer à 
elle seule la transpeptidation et subséquemment, la bonne synthèse de la paroi cellulaire même 
en présence de concentrations élevées d’antibiotiques β-lactames (figure 1.1). Ceci est dû à la 
faible affinité de liaison des antibiotiques β-lactames à la PBP2a (Lim et Strynadka, 2002). 
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Figure 1.1 Transpeptidation lors de la synthèse de la paroi cellulaire bactérienne. En 
présence de méthicilline (rouge), l’activité de la transpeptidase PBP2 (TPase en jaune) est 
inhibée. Par contre, lorsque la transpeptidase PBP2A (TPase en orange) est présente, elle peut 
assurer à elle seule la transpeptidation en présence de méthicilline. Image tirée et traduite de 
Pinho et al. (2001). 
 
Il est possible de distinguer grossièrement les différentes souches de SARMs selon leur 
origine. Pour ce faire, l’historique du patient ou de l’animal et les symptômes causés par 
l’infection sont évalués et un typage moléculaire est effectué avec au moins l’une des quatre 
méthodes principales utilisées internationalement soit le gel d’électrophorèse en champ pulsé 
(PFGE), le multilocus sequence typing (MLST), le typage spa et le typage SCCmec 
(Mediavilla et al., 2012). Avec les résultats obtenus, il est possible d’identifier si le SARM est 
d’origine hospitalière (SARM-H), d’origine communautaire (SARM-C) ou d’origine animale. 
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1.1.1.1 Les SARMs-H 
 
Les SARMs d’origine hospitalière sont surtout retrouvés dans les hôpitaux ou dans d’autres 
établissements du système de santé comme des centres de prélèvements et des cliniques 
externes. Ces souches infectent souvent des gens dont le système immunitaire est affaibli, qui 
ont une maladie, qui sont plus vieux ou qui ont une blessure. Les SARMs-H présentent 
fréquemment des résistances à plusieurs antibiotiques (Lindsay, 2013). Les infections qui en 
découlent sont souvent des pneumonies, bactériémies, des infections invasives, etc. (David et 
Daum, 2010). La présence de telles souches dans les hôpitaux augmente significativement les 
coûts de traitement et les risques de complications pour les patients (Lindsay, 2013).  
 
1.1.1.2 Les SARMs-C 
 
Au début des années 1990, plusieurs cas d’infections aux SARMs ont été répertoriés et ce, 
sans que les gens aient été préalablement en contact avec le système de santé. De telles 
souches ont été désignées SARMs-C pour les SARMs d’origine communautaire. Ces bactéries 
peuvent causer des infections de la peau et des tissus mous et dans certains cas, causer de très 
graves infections comme des fasciites nécrosantes, le Syndrome de Waterhouse-Friderichsen 
(inflammation des glandes surrénales provoquant une insuffisance surrénalienne aigüe) et des 
thrombophlébites septiques (Moellering, 2012). Une particularité des SARMs-C est que 
contrairement aux SARMs-H, ils peuvent infecter des gens en santé ce qui laisse croire que 
ces souches ont un plus grand potentiel de virulence (Deleo et al., 2010). De plus, certaines 
personnes peuvent en être des porteurs sains (Uhlemann et al., 2013).  
 
Depuis leur première observation, certains clones de SARMs-C ont été identifiés comme étant 
très virulents et grandement présents à un endroit géographique donné. Parmi ces clones, il y a 
le USA300 qui est rapidement devenu le clone le plus prédominant aux États-Unis. Ce dernier 
est responsable de plusieurs infections autant chez des individus immunosupprimés qu’en 
santé. Il est désormais très présent dans les hôpitaux et démontre des résistances à plusieurs 
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familles d’antibiotiques. Il a aussi été observé que ce clone peut plus facilement survivre sur 
des surfaces inertes ce qui contribue à sa propagation (Uhlemann et al., 2013).  
 
1.1.1.3 Les SARMs d’origine animale 
 
Les SARMs d’origine animale sont retrouvés particulièrement chez les animaux d’élevage 
comme les porcs, bovins et volailles. L’élevage moderne des animaux dédiés à la 
consommation ou à la production de lait dans les pays industrialisés consiste souvent à garder 
un grand nombre de bêtes dans des espaces assez restreints et aussi à l’utilisation routinière 
d’antibiotiques ce qui peut favoriser la sélection de souches bactériennes résistantes à des 
antibiotiques (Price et al., 2012). La grande proximité de ces animaux et de leur 
environnement avec les éleveurs peut mener à des zoonoses, soit à la transmission de SARMs 
par contact direct animaux/homme, par des contaminations dans l’environnement ou par la 
viande contaminée (Köck et al., 2013). De telles souches causent des infections des tissus 
mous, des endocardites et des pneumonies chez les humains (Köck et al., 2010). 
 
1.1.2 S. aureus multirésistants aux antibiotiques  
 
Désormais, chez S. aureus, des résistances sont connues pour toutes les familles 
d’antibiotiques utilisées (Lindsay, 2013). Certaines souches de SARMs sont dites 
multirésistantes, alors en plus d’être résistantes aux β-lactames, elles sont résistantes à d’autres 
familles d’antibiotiques, par exemple, aux fluoroquinolones, aux aminoglycosides, aux 
macrolides et autres (Lindsay, 2013). Pour être qualifiée de multirésistante, une souche doit 
être résistante pour au moins trois familles d’antibiotiques. La majorité des résistances 
observées sont dues à une ou des mutations, par exemple, de type SNP (polymorphisme d’un 
seul nucléotide) ou dues à l’acquisition de gènes de résistance. Une mutation SNP est définie 
par la variation d’une paire de base du génome entre des individus d’une même espèce et peut 
causer, entre autres, la résistance aux fluoroquinolones, à la rifampicine, au linézolide ou à la 
daptomycine. Les gènes de résistance peuvent être présents au niveau d’éléments génétiques 
mobiles tels des transposons, des plasmides, des îlots de pathogénicité et des bactériophages 
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qui peuvent être transmis entre bactéries par transfert horizontal. Par exemple, les gènes de 
résistance à l’érythromycine, aux aminoglycosides et à la tétracycline sont portés par des 
éléments génétiques mobiles. Pour d’autres antibiotiques, la résistance peut être due à des SNP 
et/ou à des éléments génétiques mobiles comme pour la muciporine, l’acide fusidique et la 
vancomycine (Lindsay, 2013). 
 
Pour traiter les infections sérieuses aux SARMs, l’antibiotique de choix et souvent de dernier 
recours utilisé depuis de nombreuses années est la vancomycine (Haaber et al., 2015). Cet 
antibiotique fait partie de la famille des glycopeptides et inhibe la synthèse de la paroi 
cellulaire bactérienne en se liant aux résidus D-Ala-D-Ala. Depuis quelques années, certaines 
souches de S. aureus démontrent divers niveaux de résistance à la vancomycine, comme les   
S. aureus à sensibilité intermédiaire à la vancomycine (SAIVs), les S. aureus à sensibilité 
intermédiaire hétérorésistants à la vancomycine (hSAIVs) (Cázares-Domínguez et al., 2015) et 
les S. aureus résistants à la vancomycine (SARVs) (Gardete et Tomasz, 2014). La résistance à 
la vancomycine, pour ces dernières souches, serait due au transfert horizontal de l’opéron 
vanA par des souches d’entérocoques résistants à la vancomycine (ERV). Un tel transfert a été 
observé à plusieurs occasions pour la souche SARM-H USA100 retrouvée au Michigan aux 
États-Unis. Par contre, bien que la présence de telles souches soit très alarmante, il a été 
démontré qu’elles redevenaient sensibles au traitement antibiotique suite à l’utilisation d’une 
combinaison d’un beta-lactame avec un glycopeptide. L’induction des deux systèmes de 
résistance à ces antibiotiques semblerait interférer et donc, empêcher la pleine résistance. Étant 
donné que la présence des SARVs est plutôt rare, la vancomycine est encore utilisée pour 
traiter les infections à S. aureus (Lindsay, 2013).  
 
1.1.3 La mammite bovine 
 
Au Canada, S. aureus est la bactérie la plus souvent impliquée dans la mammite bovine 
(Reyher et al., 2011) qui se décrit par une infection ou l’inflammation du trayon et/ou du pis 
de la vache majoritairement causée par des bactéries. Plusieurs espèces de SCN sont aussi 
souvent impliquées dans la mammite bovine comme Staphylococcus epidermidis. Les SCN 
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font partie de la flore de la peau des vaches et lors de leur entrée dans la glande mammaire,  ils 
produisent une mammite (Sears et McCarthy, 2003). La présence de mammite dans un 
troupeau de vaches laitières est la cause majeure des pertes économiques pour les producteurs 
laitiers due, par exemple, à l’utilisation d’antibiotiques, aux coûts vétérinaires, à un compte en 
cellules somatiques élevé ou à une mauvaise qualité du lait ce qui mène inévitablement au 
retrait du lait de la vente (Seegers et al., 2003). Il y a deux formes principales de la mammite 
bovine, soit la mammite clinique et la mammite sous-clinique. La mammite clinique est une 
infection causant divers symptômes apparents comme l’enflure et la rougeur de la glande 
mammaire, des caillots dans le lait ainsi qu’une infection systémique pouvant mener à la mort 
de la vache. Pour ce qui est de la mammite sous-clinique, majoritairement aucun symptôme de 
l’infection n’est apparent. De plus, les infections peuvent être chroniques et persister 
longtemps. La détection d’une mammite sous-clinique se fait principalement suite à un 
décompte des cellules somatiques présentes dans le lait. La détection du pathogène peut 
permettre de diminuer le risque de transmission dans le troupeau (Royster et Wagner, 2015). 
Le traitement antibiotique s’avère souvent de faible efficacité pour traiter ces infections 
(Brouillette et al., 2004).  
 
1.1.4 Les biofilms 
 
Plusieurs souches humaines et de mammite bovine de S. aureus produisent des biofilms. Un 
biofilm se définit par une ou des communautés bactériennes structurées qui produisent une 
matrice permettant une bonne adhésion à une surface inerte ou vivante. La matrice produite est 
constituée en général d’exopolysaccharides, de protéines ainsi que d’ADN extracellulaire 
(Taraszkiewicz et al., 2013). Le biofilm permet aux bactéries d’être protégées contre des 
changements environnementaux qui autrement leur seraient défavorables, comme les UVs, la 
toxicité des métaux, des conditions anaérobies, la salinité, le pH, etc. Chez un hôte, le biofilm 
protège les bactéries, entre autres, contre le système immunitaire et contre l’action des 
antibiotiques. Les bactéries retrouvées dans un biofilm sont de 10 à 1000 fois plus résistantes 
aux antibiotiques que lorsqu’elles sont planctoniques, alors il devient très difficile de les 
éradiquer ou de les éliminer. Par contre, suite à leur dissociation du biofilm, les bactéries 
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redevenues planctoniques retrouvent majoritairement leur susceptibilité aux antibiotiques (de 
la Fuente-Núñez et al., 2013). Durant l’étape de la maturation du biofilm, certaines bactéries 
entrent en dormance. Ce phénotype de dormance est souvent associé au manque de nutriments 
et à un environnement plus anoxique retrouvé au milieu du biofilm. Leur activité métabolique 
se retrouve grandement diminuée tout comme la division cellulaire ce qui fait qu’elles 
croissent très lentement et qu’elles démontrent une plus grande tolérance au traitement 
antibiotique (Chung et Toh, 2014).  
 
Les infections dues aux bactéries formant des biofilms sont souvent persistantes et chroniques. 
Selon le National Institutes of Health, ces infections valent pour 80% du total des infections 
bactériennes observées chez les humains. Staphylococcus aureus et le SCN Staphylococcus 
epidermidis font partie des bactéries les plus souvent impliquées dans les infections 
bactériennes en biofilm (Römling et Balsalobre, 2012). Staphylococcus epidermidis est une 
bactérie commensale et pathogène opportuniste chez l’homme, ce qui veut dire qu’elle 
colonise naturellement la peau de l’hôte, mais lorsque ce dernier est affaibli, la bactérie peut 
causer une infection (Cue et al., 2012). Cette bactérie forme des biofilms sur la peau en 
surface ou en profondeur, sur des valves cardiaques, des prothèses, des cathéters, etc. Les 
infections sont, par exemple, des plaies chroniques et des endocardites (de la Fuente-Núñez et 
al., 2013). Lorsqu’un biofilm est formé sur le matériel abiotique, il faut souvent le remplacer  
ce qui occasionne des risques de complications pour la personne (Römling et Balsalobre, 
2012).  
 
1.2 Les riborégulateurs 
 
Depuis leur première description au début des années 2000, les recherches sur les 
riborégulateurs ne cessent de mettre en évidence que ces éléments jouent un rôle très 
important dans la régulation de l’expression génétique (Serganov et Nudler, 2013). Les 
riborégulateurs sont définis par une structure d’acide ribonucléique (ARN) majoritairement 
retrouvée en partie 5’ non codante d’un ARN messager (ARNm). Ils jouent le rôle 
d’interrupteurs dans la cellule. Ils sont capables de lier directement le métabolite ou le ligand 
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qui leur est spécifique. Lors de la liaison, le riborégulateur change de conformation ce qui 
permet ou non d’exprimer le ou les gènes retrouvés majoritairement en aval. Les gènes régulés 
sont, par exemple, des gènes essentiels à la survie de la bactérie, des gènes de virulence et des 
gènes impliqués dans la formation de biofilm (Lünse et al., 2014). La structure du 
riborégulateur peut être décrite en deux parties, l’une étant le domaine de l’aptamère et l’autre, 
la plateforme d’expression (figure 1.2). Le domaine de l’aptamère est la partie la plus 
conservée du riborégulateur et se retrouve en 5’. La conformation de l’aptamère doit permettre 
une liaison spécifique et de grande affinité avec son ligand spécifique (Lünse et al., 2014). S’il 
y a un changement dans la structure de l’aptamère, cela peut avoir comme conséquence 
d’empêcher la liaison avec le ligand.  
 
La partie en 3’ du riborégulateur se nomme la plateforme d’expression. Cette structure est 
beaucoup moins conservée que le domaine de l’aptamère. C’est à cet endroit qu’a lieu la 
modulation de l’expression génétique.  
 
 
 
Figure 1.2 Les deux domaines d’un riborégulateur. Le domaine de l’aptamère est situé à 
gauche et permet la liaison avec le ligand (L) et la plateforme d’expression est située à droite. 
Figure tirée et traduite de l’article Lünse et al. (2014). 
 
Jusqu’à maintenant, plus de 20 classes de riborégulateurs ont été décrites. Les riborégulateurs 
sont classifiés selon leur ligand préférentiel (Lünse et al., 2014). Il existe plusieurs types de 
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ligands des riborégulateurs comme les co-facteurs enzymatiques (S-adénosylméthionine 
(SAM), thyamine pyrophosphate (TPP), flavine mononucléotide (FMN)), les acides aminés 
(glycine, lysine, glutamine), les sucres (glucosamine-6-phosphate), les nucléotides et dérivés 
(guanine, adénine, cyclique-di-guanosine monophosphate (c-di-GMP)) ainsi que les ligands 
inorganiques (Mg
2+
) (Breaker, 2011). Bien que les riborégulateurs soient retrouvés 
principalement chez les bactéries, certains ont été identifiés chez les archéobactéries, chez les 
plantes et chez les champignons (Lünse et al., 2014). 
 
1.2.1 Mécanismes de riborégulation 
 
Pour réguler l’expression des gènes, les riborégulateurs n’utilisent pas tous les mêmes 
mécanismes. Les deux principaux mécanismes de régulation sont ceux agissant au niveau de la 
transcription et de la traduction. D’autres mécanismes ont aussi été identifiés, comme ceux 
inhibant la transcription et la traduction en même temps, ceux régulant l’épissage alternatif, 
ceux qui agissent sur la stabilité de l’ARNm, ceux qui agissent en antisens ou en interférant 
avec la transcription, ceux à double action qui régulent la traduction et la dégradation de 
l’ARNm (Caron et al., 2012) et sans compter les autres mécanismes méconnus jusqu’à 
maintenant (Lünse et al., 2014; Breaker, 2012; Serganov et Nudler, 2013). 
 
1.2.1.1 Mécanisme de régulation transcriptionnelle 
 
Ce mécanisme de régulation permet de terminer la transcription par la formation d’un 
terminateur de transcription au niveau de la plateforme d’expression (figure 1.3). La formation 
de ce terminateur de transcription peut être dépendante ou indépendante du facteur Rho. Dans 
le dernier cas, la liaison du ligand à l’aptamère résulte en la formation d’un terminateur de 
transcription en tige-boucle suivie d’une série de 5 à 9 uraciles. Lorsque l’ARN polymérase 
arrive au niveau du terminateur de transcription, elle effectue une pause et va se dissocier 
éventuellement de la matrice d’acide désoxyribonucléique (ADN) ce qui arrête la 
transcription. En absence de ligand, il y a présence d’un anti-terminateur de transcription qui 
permet à l’ARN polymérase de transcrire toute la matrice d’ADN. L’avantage de ce 
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mécanisme est que la transcription arrête prématurément et ce, avant la transcription des gènes 
en aval du riborégulateur. Ceci permet à la bactérie d’économiser son énergie pour transcrire 
les gènes qui lui sont nécessaires à ce moment là (Lünse et al., 2014).  
 
                 
 
Figure 1.3 Mécanisme de régulation transcriptionnelle du riborégulateur. En (1), le 
ligand (L) se lie au riborégulateur qui change de conformation et forme un terminateur de 
transcription. En (2), l’absence de ligand favorise la formation d’un anti-terminateur de 
transcription, alors les gènes sont transcrits. Figure tirée et traduite de l’article Lünse et al. 
(2014). 
 
1.2.1.2 Mécanisme de régulation traductionnelle 
 
Ce mécanisme permet de réguler la traduction des gènes en protéines. En présence du ligand, 
le riborégulateur, qui utilise un mécanisme de régulation traductionnelle, adopte au niveau de 
la plateforme d’expression une conformation en tige-boucle qui permet de séquestrer la 
séquence de Shine-Dalgarno (SD) (figure 1.4). Cette séquestration empêche la traduction, car 
la sous-unité 30S du ribosome ne peut plus venir se lier à cet endroit. Lorsque le ligand n’est 
pas présent, le site de liaison du ribosome est libre et donc, peut accueillir le ribosome pour 
permettre la traduction (Lünse et al., 2014). Ce mécanisme inhibe le début de la traduction 
après la transcription de l’ARNm ce qui est plus coûteux au point de vue énergétique pour la 
bactérie qu’une régulation transcriptionnelle. 
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Figure 1.4 Mécanisme de régulation traductionnelle du riborégulateur. En (1), la liaison 
du ligand (L) induit la formation d’une tige-boucle séquestrant la séquence de Shine-Dalgarno 
(SD) ou site de liaison au ribosome. En (2), l’absence du ligand résulte en une conformation 
de la plateforme d’expression où la séquence SD est libre permettant la traduction. Figure tirée 
et traduite de l’article Lünse et al. (2014). 
 
1.2.1.3 Mécanisme de régulation transcriptionnelle/traductionnelle couplée 
 
Ce mécanisme de régulation permet d’inhiber la transcription et la traduction en même temps 
(figure 1.5). Lors de la liaison du ligand, il y a un changement de conformation au niveau de la 
plateforme d’expression qui permet la formation d’un terminateur de transcription en tige-
boucle. La formation de ce terminateur de transcription permet aussi de séquestrer la séquence 
SD ce qui empêche l’initiation de la traduction. En absence du ligand, la transcription et la 
traduction ont lieu (Breaker, 2012).  
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Figure 1.5 Mécanisme de régulation transcriptionnelle/traductionnelle couplée du 
riborégulateur. La fixation du ligand (rond noir) au riborégulateur résulte en la formation 
d’un terminateur de transcription séquestrant de ce fait la séquence SD, ce qui empêche la 
transcription et la traduction. Figure tirée et traduite de l’article Breaker (2012). 
 
1.2.1.4 Mécanisme régulant l’épissage alternatif 
 
Certains riborégulateurs agissent au niveau de l’épissage alternatif de l’ARNm. L’épissage 
alternatif permet d’exciser certaines parties d’un ARNm pour obtenir un ARNm final plus 
petit. Ces riborégulateurs permettent l’autoclivage d’introns présents sur l’ARNm. Ce 
mécanisme de régulation est retrouvé, par exemple, au niveau des riborégulateurs à cyclique-
di-guanosine monophosphate (c-di-GMP) de classe II (figure 1.6).  
 
Dans cet exemple, la liaison du c-di-GMP en présence de guanosine triphosphate (GTP) 
favorise l’autoclivage de l’intron de type I situé à un site d’épissage donné. L’excision de 
l’intron permet l’obtention d’un site de liaison au ribosome ou SD fonctionnel, donc la 
traduction peut avoir lieu. Par contre, le riborégulateur reste sensible à la concentration de c-
di-GMP, alors lorsqu’elle décroît, le site de liaison au ribosome est séquestré dans la structure 
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du riborégulateur ce qui empêche la traduction. En absence de c-di-GMP, le site d’autoclivage 
par le GTP qui est favorisé est situé un peu avant le site de liaison au ribosome ce qui mène à 
la perte de certains nucléotides de la séquence SD empêchant la traduction (Lünse et al., 2014; 
Serganov et Nudler, 2013). 
 
 
 
Figure 1.6 Mécanisme de régulation de l’épissage alternatif du riborégulateur à c-di-
GMP. En (1), la liaison du ligand (L) au riborégulateur induit l’autoclivage de l’intron par le 
GTP aux endroits indiqués par les étoiles. Ce clivage permet la formation d’une séquence SD 
fonctionnelle (2) alors la traduction peut avoir lieu. Lorsqu’il n’y aura plus de c-di-GMP (3), 
la séquence SD sera séquestrée dans la structure du riborégulateur suite à un changement de 
conformation. En absence de c-di-GMP (4), il y aura autoclivage par le GTP au site indiqué 
par la flèche ce qui mène à la perte de certains nucléotides de la séquence SD (5) résultant en 
un arrêt de la traduction. Figure tirée de l’article Lünse et al. (2014). 
 
1.2.1.5 Mécanisme de régulation affectant la stabilité de l’ARN 
 
Certains riborégulateurs permettent la dégradation de l’ARNm (figure 1.7). C’est le cas, par 
exemple, du riborégulateur glmS dont le ligand est la glucosamine-6-phosphate. Lorsque ce 
ligand se lie au riborégulateur, il y a autoclivage de l’ARNm en partie 5’ non traduite. La 
ribonucléase nommée RNase J1 reconnaît le motif OH en 5’ de l’ARNm clivé et le dégrade. 
Ce mécanisme permet de diminuer la quantité de l’ARNm dans la bactérie (Lünse et al., 
2014).  
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Figure 1.7 Mécanisme de régulation du riborégulateur affectant la stabilité de l’ARNm. 
À droite, la liaison du ligand (L) induit l’autoclivage de l’ARNm au niveau du riborégulateur. 
La RNase J1 reconnaît le groupement OH résultant de ce clivage et va dégrader l’ARNm. 
Figure tirée de l’article Lünse et al. (2014) 
 
1.2.1.6 Les ribozymes 
 
Les deux derniers exemples de mécanismes de riborégulation, soit celui du riborégulateur à c-
di-GMP (Lee et al., 2010) et celui du riborégulateur à glmS (Winkler et al., 2004) , peuvent 
être définis aussi comme des ribozymes à cause de leur mode de fonctionnement. Un 
ribozyme est décrit comme un ARN qui peut catalyser une réaction chimique spécifique.  
 
1.2.1.7 Mécanisme de régulation agissant en antisens ou trans 
 
Certains riborégulateurs agissent en antisens ou trans. C’est le cas, par exemple, des 
riborégulateurs SreA et SreB retrouvés chez Listeria monocytogenes qui lient SAM (figure 
1.8). En absence de ce ligand, il y a présence d’un anti-terminateur qui permet la transcription 
des gènes en aval. En présence de SAM, la liaison à l’aptamère induit un changement de 
conformation qui mène à la formation d’un terminateur de transcription. Une partie de 
l’ARNm qui a pu être transcrit, donc se retrouvant avant le terminateur de transcription, va 
venir s’apparier par complémentarité à une partie en 5’ non traduite des ARNm transcrits 
lorsque le ligand SAM était absent. Ce complexe d’ARNm est non stable et va être dégradé ce 
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qui résulte en une réduction de la production des protéines codées par cet ARNm (Serganov et 
Nudler, 2013).  
 
 
 
Figure 1.8 Mécanisme de régulation de la transcription en trans ou antisens du 
riborégulateur. À gauche, l’absence de ligand permet la formation d’un anti-terminateur de 
transcription qui permet à cette dernière d’avoir lieu. Au centre, la liaison du ligand (rose) au 
riborégulateur induit un changement de conformation favorisant la formation d’un terminateur 
de transcription. À droite, l’ARN formé alors tronqué (seulement la partie du riborégulateur 
est transcrite), va venir s’apparier à l’ARN transcrit en absence de ligand. Ce complexe 
d’ARN est instable et va être dégradé. Figure tirée et traduite de l’article Serganov et Nudler 
(2013). 
 
1.2.1.8 Mécanisme de régulation à double action du riborégulateur: régulation de la traduction 
et dégradation de l’ARNm 
 
Certains riborégulateurs peuvent exercer une double action comme de réguler la traduction 
ainsi que la dégradation de l’ARNm. Ceci est le cas du riborégulateur lysC chez Escherichia 
coli qui lie la lysine (figure 1.9). En absence de ce ligand, la conformation de la plateforme 
d’expression du riborégulateur permet de séquestrer le site de clivage de la RNase E tout en 
laissant libre le site de liaison au ribosme (RBS) ce qui permet la traduction. En présence de 
lysine, la laision à l’aptamère permet un changement de conformation du riborégulateur qui va 
rendre le site de clivage par la RNase E disponible et il y a formation d’une tige-boucle qui va 
séquestrer le RBS. Alors, l’ARNm rendu instable suite au clivage par la RNase E sera dégradé 
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par le dégradosome et les ribosomes ne pourront plus venir se lier au RBS ce qui va empêcher 
la traduction. Ainsi, la quantité de cet ARNm va grandement diminuer dans la cellule. De plus, 
il a été démontré que ces deux modes de régulation peuvent fonctionner de manière 
indépendante (Caron et al., 2012).  
 
 
 
 
Figure 1.9 Mécanisme de régulation à double action du riborégulateur: régulation de la 
traduction et dégradation de l’ARNm. À gauche, l’absence de lysine permet la séquestration 
du site de clivage de la RNase E (étoile) et le site de liaison au ribosome (RBS) est libre ce qui 
permet aux ribosomes (mauve) de venir s’y lier donc la traduction aura lieu. À droite, en 
présence de lysine (vert), la laision au riborégulateur engendre un changement de 
conformation au niveau de la plateforme d’expression qui libère de site de clivage de la RNase 
E (étoile). Le clivage va rendre l’ARNm instable et propice à la dégradation par le 
dégradosome (complexe orange). De plus, le RBS sera séquestré dans une tige-boucle alors les 
ribosomes ne pourront plus venir s’y lier ce qui va empêcher la traduction. Figure tirée et 
modifiée de l’article Caron et al. (2012).  
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1.2.2 Les riborégulateurs de la classe des purines 
 
Cette famille comprend trois classes de riborégulateurs, soit ceux de l’adénine, de la guanine 
et de la 2’-déoxyguanosine. Les gènes régulés par ces riborégulateurs sont souvent impliqués 
dans le transport des purines et leur métabolisme (Lünse et al., 2014). Cette famille de 
riborégulateurs est définie, entre autres, par la structure secondaire et tertiaire de l’aptamère 
qui est conservée, commune et simple si comparée avec celle des autres classes de 
riborégulateurs (Garst et al., 2011).  
 
Les aptamères de cette famille de riborégulateurs sont formés de trois tiges nommées P1, P2 et 
P3. En présence du ligand, les tiges P2 et P3 vont venir se toucher pour former une «kissing 
loop». Ceci permet la formation d’une pochette de liaison qui favorise la bonne liaison entre le 
ligand et l’aptamère. Chaque aptamère doit pouvoir discriminer entre des composés très 
semblables et avoir une grande spécificité pour sa molécule effectrice. À l’intérieur de la 
pochette, chaque groupement fonctionnel du ligand est reconnu par un pont hydrogène ce qui 
contribue à la grande spécificité de liaison. Le seul élément qui permet de discriminer entre un 
riborégulateur guanine et un riborégulateur adénine est le nucléotide à la position 74 de 
l’aptamère formant une interaction Watson-Crick avec le ligand. Ce nucléotide est une 
cytosine pour les riborégulateurs guanine et 2’-déoxyguanosine et un uracile pour le 
riborégulateur adénine. Une mutation du nucléotide à cette position peut engendrer un 
changement de spécificité du ligand. Par exemple, une mutation de l’uracile vers une cytosine 
change la spécificité du ligand de l’adénine vers la guanine (Garst et al., 2011; Breaker, 2011; 
Lünse et al., 2014). Dans le même ordre d’idée, le nucléotide en position 51 de l’aptamère 
permet de discriminer entre un nucléotide ou un nucléoside. Pour les riborégulateurs guanine 
et adénine, ce nucléotide est l’uracile et pour le riborégulateur 2’-déoxyguanosine, la cytosine. 
Le résidu 2’-déoxyguanosine peut être toléré dans la structure de la pochette par une légère 
ouverture de cette dernière (Garst et al., 2011; Breaker, 2011). 
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1.3 Mise en contexte du projet 
 
1.3.1 Travaux précédents 
 
La plupart des antibiotiques existants sont de moins en moins efficaces envers les infections 
causées par le pathogène S. aureus. Cette réalité nous oblige à orienter les efforts de recherche 
sur des nouvelles classes d’antibiotiques ayant de nouvelles cibles thérapeutiques. Depuis la 
découverte des riborégulateurs, il a été démontré qu’ils pouvaient servir de cible 
antimicrobienne, par exemple, en utilisant un ligand agoniste à leur ligand naturel (Blount et 
Breaker, 2006). 
 
De récentes recherches au laboratoire, effectuées en collaboration avec les Pr Daniel 
Lafontaine et Pr Éric Marsault, ont permis de découvrir une pyrimidine modifiée, qui est un 
ligand spécifique du riborégulateur guanine, compris dans la classe des riborégulateurs purine. 
Cette molécule antibiotique, la 2,5,6-triaminopyrimidine-4-un (PC1), a une structure très 
semblable à celle de la guanine mis à part un hétérocycle non complet. PC1 a une activité 
antibiotique très spécifique et est efficace lorsque le riborégulateur guanine contrôle 
spécifiquement la transcription du gène guaA, qui code pour la guanosine monophosphate 
(GMP) synthétase (Mulhbacher et al., 2010a). Plus précisément, chez S. aureus, le 
riborégulateur guanine contrôle tout l’opéron xpt-pbuX-guaB-guaA. PC1 favorise la 
conformation terminatrice du riborégulateur guanine et ainsi, l’arrêt artificiel de la 
transcription de guaA. Lorsqu’il y aura moins de guanine intracellulaire, le niveau de GMP 
intracellulaire diminuera aussi et cette diminution ne pourra pas être compensée par la 
synthèse de GMP via la GMP synthétase. Le manque de GMP, qui est un composé essentiel 
pour la survie de la bactérie, va mener à la mort de cette dernière.  
 
1.3.2 Hypothèses et objectifs du projet 
 
Bien que très intéressante, PC1 n’est pas une molécule parfaite. En effet, il y a dimérisation en 
un composé inactif en présence d’oxygène (Mulhbacher et al., 2010a). La suite des efforts de 
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recherche a consisté à produire et identifier de nouvelles pyrimidines, qui sont des dérivés de 
PC1 ou autres analogues de guanine, qui agissent comme antibiotique en liant le 
riborégulateur guanine retrouvé chez les staphylocoques.  
 
En particulier, j’ai eu pour objectif d’évaluer l’efficacité et la spécificité antibactérienne in 
vitro des nouvelles molécules dérivées contre les infections causées par les souches bovines de 
S. aureus, les SARMs et, en parallèle, par Staphylococcus epidermidis. Tout comme S. aureus, 
ce SCN porte dans son génome un riborégulateur guanine régulant l’expression du gène guaA. 
De plus, pour mon deuxième objectif, j’ai voulu démontrer l’effet thérapeutique des nouvelles 
molécules dérivées dans un modèle d’infection in vivo adapté pour les souches bovines de S. 
aureus, SARM et SCN.  
 
L’hypothèse émise était donc que parmi les nouvelles molécules synthétisées, certaines 
allaient présenter une activité bactéricide similaire ou meilleure que PC1 contre les SARMs, 
les souches bovines de S. aureus et S. epidermidis et seraient efficaces pour le traitement 
d’infections expérimentales chez la souris. 
 
Pour atteindre mon premier objectif, différents essais in vivo ont été effectués dans le but de 
mieux caractériser l’activité antibiotique des nouveaux composés ainsi que leur spécificité 
antibactérienne. Pour caractériser l’activité antibiotique des nouveaux composés, j’ai effectué 
des essais de concentration minimale inhibitrice, des essais de courbe de mortalité et des essais 
en biofilm préformé. Par la suite, j’ai effectué des essais avec le gène rapporteur lacZ, des 
essais de courbe de mortalité avec la 2,6-diaminopurine ainsi que des essais de compétition 
avec la 2-aminopurine pour déterminer la spécificité antibactérienne des composés. Pour 
atteindre mon deuxième objectif, un modèle murin d’infection a été effectué pour démontrer 
l’effet thérapeutique des composés dans un modèle d’infection plus complexe. Ce même 
modèle avait aussi été utilisé pour démontrer l’efficacité thérapeutique de PC1.  
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CHAPITRE 2 
 
ARTICLE 1 
 
 
Development of Guanine Riboswitch Ligands with Antibacterial Activity against 
Staphylococcus aureus 
 
 
2.1 Introduction de l’article 1 
 
Cet article décrit principalement les effets de GRL-206, une pyrimidine synthétique faisant 
partie de la nouvelle classe antibiotique des pyrimidines agonistes à la guanine et se liant au 
riborégulateur guanine présent chez certaines bactéries. L’activité et la spécificité 
antibactérienne de GRL-206 a été évaluée dans plusieurs essais. Son activité a aussi été 
démontrée dans un modèle murin de mammite. Ce composé est un dérivé du composé PC1, 
aussi une pyrimidine synthétique, qui a été étudié auparavant au laboratoire. PC1 est un 
composé très intéressant et a une bonne activité antibiotique. Par contre, il y a dimérisation en 
un composé inactif en présence d’oxygène et c’est pourquoi d’autres composés ont été 
développés. Sur certains aspects, le composé GRL-206 a une activité semblable à PC1 et selon 
sa structure, a de grandes chances d’avoir une meilleure stabilité.  
 
La production de tels composés est très importante dans un contexte où la plupart des 
antibiotiques existants s’avèrent de moins en moins efficaces pour traiter les infections à S. 
aureus. Cette bactérie est un pathogène et peut, dans certains cas, causer des infections 
mortelles.  
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2.2 Contribution des auteurs 
 
Véronique Belley (1
er
 auteur) : A participé à la planification expérimentale du projet et a 
généré une grande partie des résultats comme pour les essais de CMI, courbes de mortalité, 
essais β-galactosidases et biofilms. C’est la personne qui a rédigé l’article. 
 
Eric Brouillette (auteur) : A procédé à l’essai in vivo du modèle murin de la mammite et a 
généré les résultats s’y rattachant. Rédaction de la méthodologie du modèle in vivo. 
 
Aamer Assi (auteur) : A complété les essais de CMI, CMI50 et CMI90 pour différentes 
souches bactériennes. 
 
Céline Ster (auteur) : A participé à la planification expérimentale du projet et à la révision de 
l’article. 
 
Antoine Le Roux (auteur) : Chimiste qui a synthétisé les composés d’intérêts. 
 
Kumaraswamy Boyapelly (auteur) : Chimiste qui a synthétisé les composés d’intérêts. 
 
Anne-Marie Lamontagne (auteur) : A intégré le riborégulateur guanine et le gène lacZ 
fusionnés dans le génome de B. subtilis. A transmis ses connaissances sur l’essai lacZ.  
 
Éric Marsault (auteur) : Collaborateur au projet, a dirigé les synthèses chimiques et a 
participé grandement au design des composés et à la planification expérimentale du projet. 
 
Daniel Lafontaine (auteur) : Collaborateur au projet, a participé grandement à la 
planification expérimentale du projet. 
 
François Malouin (auteur) : Principal investigateur du projet, chercheur responsable et 
révision du manuscrit. 
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2.4 ABSTRACT 
 
PC1 (2,5,6-triaminopyrimidin-4-one) is a pyrimidine compound that mimics the natural ligand 
(guanine) of bacterial guanine riboswitches. Upon binding to the guanine riboswitch, PC1 
blocks the expression of the essential gene guaA (coding for a GMP synthetase) and leads to 
bacterial death. Few bacterial species are targeted by this compound but they include  
pathogenic staphylococci. Chemical stability of PC1 precludes its development as a drug. We 
thus generated new derivatives of PC1 and more specifically report here the biological activity 
of GRL-206. This compound showed a specific inhibitory activity (low MIC, MIC50, MIC90) 
against strains having a guanine riboswitch controlling guaA expression. In kill kinetics 
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experiments, GRL-206 (32xMIC) reduced by 3.46 log10 CFU/ml the viable cells of S. aureus 
CMRSA-10 (USA-300) at 24 h compared to its initial inoculum. GRL-206 also significantly 
reduced bacterial counts of S. aureus (bovine strain) embedded in a preformed biofilm. A 
reporter gene assay with the β-galactosidase gene under the control of a guanine riboswitch 
showed that GRL-206 can repress lacZ gene expression. Furthermore, we showed that the 
activity of this compound is less effective in presence of 2,6-diaminopurine, which may be 
converted to GMP in the bacteria. GRL-206 significantly reduced mammary gland 
colonization (P<0.05) in a mouse mastitis model. GRL-206 is an interesting compound that 
showed a better chemical stability than PC1 and retained specificity toward bacteria having a 
guanine riboswitch controlling the expression of guaA. Nevertheless, GRL-206 has a reduced 
in vitro and in vivo antibacterial activity compared to PC1. Extending on the SAR (structure 
activity relationship) studies should help designing compounds with both high riboswitch 
binding affinity and antibacterial activity. 
 
2.5 INTRODUCTION 
 
Staphylococcus aureus is a major human and animal pathogen. Many strains are called 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) because they are resistant to methicillin 
and beta-lactam antibiotics. Henceforth, several MRSA strains are even more difficult to treat 
with conventional antibiotics because they show multidrug resistance (MDR). Even the last 
chance antibiotic vancomycin has become less effective in some cases (1). MRSA strains that 
most often infect humans can be divided into two groups, which are hospital-associated 
MRSA (HA-MRSA) and community-associated MRSA (CA-MRSA). HA-MRSA causes 
nosocomial infections and increases health care costs (2). CA-MRSA, have become an 
important problem because the strains are very virulent and can cause important skin and soft-
tissue infections that may lead to severe and life-threatening infections like necrotizing 
fasciitis (3). S. aureus is also one of the most common pathogens leading to bovine mastitis in 
Canada (4), which represents a costly disease for dairy producers (5,6). Bovine mastitis is the 
inflammation of the udder due to the presence of bacteria (7). Some MRSA strains, known as 
livestock-associated MRSA (LA-MRSA), colonize farm animals particularly pigs, cattle and 
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poultry. Recent studies have shown that these strains can overcome the species barrier and 
infect persons with direct livestock exposure. Such infections in humans can lead to 
pneumonia, endocarditis and wound infections (8). Moreover, biofilms can be produced by 
many human and bovine S. aureus strains. In humans, 80% of bacterial infections are due to 
biofilm producing bacteria (9). This structure allows higher resistance to host defenses and to 
conventional antimicrobial therapy (10).  
 
Overall, S. aureus infections are becoming more difficult to treat with current antibiotics. This 
is why efforts are made to find new antibacterial drug target. Previously, it was shown that 
metabolite-responsive riboswitches can serve as antimicrobial targets when agonistic ligands 
are employed (11,12). Guanine riboswitches are known to fold into the off state when guanine 
or an agonistic ligand binds to the aptamer domain. It results in the formation of a 
transcription terminator, which inhibits the expression of genes located downstream (13). 
Mulhbacher et al. (2010) (12) previously demonstrated that the agonistic ligand PC1 (2,5,6-
triaminopyrimidin-4-one), could inhibit the growth of bacterial pathogens, like S. aureus, 
when expression of the essential gene guaA was under the control of a guanine riboswitch. 
S. aureus has a guanine riboswitch that controls the expression of a four-gene operon (xpt, 
pbuX, guaB, guaA) (12). Gene guaA is strongly expressed in bovine mastitis, which suggests 
that this gene is important during infection (14). In staphylococci, guaA codes for a guanosine 
monophosphate (GMP) synthetase that forms GMP, a compound that is essential for its 
survival. Efficacy of PC1 against S. aureus intramammary infection in mice (12) and cows (7) 
was previously shown. However, PC1 seems to self-condense in presence of oxygen and 
becomes less efficient (12). In this study, efforts were made to generate new pyrimidine 
compounds derived from PC1. These compounds should have good chemical stability, bind to 
guanine riboswitch and show antibacterial activity similar to that observed with PC1. We more 
specifically report here the biological activity of compound GRL-206.  
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2.6 MATERIALS AND METHODS 
 
2.6.1 Synthesis of pyrimidine compounds 
 
Synthesis of GRL-206. In sealed tube, 6-chloropyrimidine-2,4-diamine (0.6 g, 4.1 mmol) was 
suspended in H2O (10 ml), n-Hexyl amine (1.6 ml, 12.5 mmol) was added and the reaction 
mixture was stirred at 110 °C for 2 days. The reaction mixture was extracted with ethyl acetate 
(3x20 ml), concentrated and purified by flash chromatography by eluting with 5% 
MeOH/DCM. The purified compound was dissolved in DCM (15 mL) and slowly added 4 M 
HCl in dioxane (4 mL) at 0 
o
C, stirred for 30 min and volatiles were removed by vacuum 
distillation, azeotroped with DCM/MeOH (3 times). The obtained solid was triturated with 
ether to obtain a white HCl salt. 
 
Synthesis of GRL-371. In sealed tube 6-chloropyrimidine-2,4-diamine (150 mg, 1.04 mmol) 
was suspended in H2O (3 ml), n-propyl amine (170µL, 2.08 mmol) and the reaction mixture 
was stirred at 110 °C for 12h. The compound was purified by preparative HPLC to obtain a 
white solid. 
 
Synthesis of GRL-372. The procedure for the synthesis of GRL206 was used also for the 
synthesis of  GRL-372 with some modifications. In sealed tube 6-chloropyrimidine-2,4-
diamine (0.1 g, 0.69 mmol) n-pentyl amine (16µL, 1.38 mmol) were suspended in H2O (2 ml), 
to obtain a white solid. 
 
Synthesis of GRL-383. In sealed tube 6-chloropyrimidine-2,4-diamine (300 mg, 2.06 mmol), 
n-decyl amine (1.25ml, 6.2 mmol) were suspended in H2O (6 ml), and the reaction mixture 
was stirred at 110 ° C for 36 h. The compound was purified by flash chromatography to obtain 
an off white solid. 
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2.6.2 Bacterial strains 
  
Reference strains for antibiotic susceptibility tests (S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis 
ATCC 12228, E. coli ATCC 35695, E. faecalis ATCC 29212) were obtained from the 
American Type Culture Collection (ATCC). S. aureus strains CMRSA-10 and CMRSA-2 
were obtained from the Laboratoire de santé publique du Québec (LSPQ, Sainte-Anne-de-
Bellevue, QC, Canada) and are respectively Canadian CA-MRSA USA-300 and HA-MRSA 
USA-100 clones. The strain E. coli imp4213, used as a control in MIC assays, is a derivative 
of E. coli ATCC 35695 with an increased membrane permeability (15). In MIC90 assays, 
MRSA strains are clinical isolates obtained from the university hospital (CHUS, Sherbrooke, 
QC, Canada). Bovine mastitis strains (S. aureus, S chromogenes, S. haemolyticus) were 
obtained from the Canadian Bovine Mastitis and Milk Quality Research Network (CBRQMN, 
St-Hyacinthe, QC, Canada). S. epidermidis, E. coli and E. faecalis strains were provided from 
Centre Recherche Infectiologie (CRI) of Québec (Québec, QC, Canada) or from Hôpital St-
Luc (Montréal, Québec, Canada).  
 
2.6.3 Minimal inhibitory concentration (MIC) 
 
The MICs were determined by using a broth microdilution technique in 96-well plates 
following the recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 
2011). Each compound was serially diluted 2-fold (range 128-0.5 µg/ml), bacteria were 
inoculated at 10
5
 CFU/ml and plates were incubated at 35°C for 24 h in cation-adjusted 
Muller-Hinton broth (CAMHB). Bacterial growth was detected by measuring the optical 
density of 600 nm (OD600) on a microplate reader. MIC values were determined in the well 
with the lowest concentration of compound that has an OD600 similar to the control well 
containing only CAMHB. For MIC, compounds were tested against a panel of 7 strains, which 
are S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228, E. coli ATCC 35695, E. coli 
imp4213, E. faecalis ATCC 29212, CMRSA-10 (USA-300) and CMRSA-2 (USA-100).  
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For MIC50 and MIC90, compound GRL-206 and control antibiotics vancomycin, oxacillin 
(both from Sigma Aldrich, St-Louis, MO) and pirlymicin (Pfizer, Kirkland, QC) were tested 
against many staphylococcal, E. faecalis and E. coli strains. For MRSA strains, oxacillin was 
tested in CAMHB with 2% NaCl. The MIC50 and MIC90 values represent the concentration of 
compound needed to inhibit the growth of 50% and 90% of the strains tested, respectively. 
 
2.6.4 Antibiotic activity 
 
Kill kinetics experiments were performed for the determination of the bactericidal effect of 
GRL-206. S. aureus CMRSA-10 (USA-300) or S. epidermidis ATCC 12228 were inoculated 
at 10
5
 CFU/ml in CAMHB in absence or presence of the antibiotic. At several points in time, 
bacteria were sampled, serially diluted and plated on tryptic soya agar (TSA) plates for CFU 
determinations. Plates were incubated for 24 h at 35°C. For kill kinetic experiments with 2,6-
diaminopurine (DAP) (Sigma Aldrich), broth cultures were inoculated with S. aureus ATCC 
29213 containing GRL-206 and were supplemented with 0, 4, 6 or 7,5 mM 2,6-diaminopurine. 
Bacterial permeability to 2,6-diaminopurine was increased using 0.2% Triton X-100 (v/v). The 
detection limit was 10 CFU/ml.  
 
2.6.5 Antibiotic activity against preformed biofilms 
 
The viability of bacteria in preformed biofilms treated with GRL-206 was evaluated using the 
peg lid method. For this assay, 96-well plates (Thermo Scientific, Ottawa, ON) and 
corresponding 96-peg lids (Thermo Scientific) were used. Wells were inoculated with a 
suspension of S. aureus bovine strain 2117 adjusted to a 0.5 McFarland standard in Brain 
Heart Infusion (BHI) with 0.25% glucose (150 µl per well). Plates with 96-well peg lids were 
incubated at 35°C with an agitation of 120 RPM for 24 h. The biofilms on pegs were washed 
three times with 200 µl PBS and were further incubated in 96-well plates containing 200 µl of 
fresh BHI with 0.25% glucose and doubling dilutions of tested compound at 35°C, 120 RPM 
for 24 h. The treated biofilms on pegs were washed three times with PBS and bacteria were 
recovered by sonication in a new 96-well plate containing 200 µl of PBS per well using an 
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ultrasonicator bath for 10 min. To recover all the detached bacteria, the 96-well plate was 
centrifuged for 5 min at 183 g. The bacteria recovered in each well were suspended, serially 
diluted, plated on TSA and incubated at 35°C for 24 h before CFU determination. Gentamicin 
(Sigma Aldrich) and vancomycin were used as positive and negative controls, respectively. 
This experiment was adapted from previously described protocols (16,17). 
 
2.6.6 Riboswitch binding assay using a reporter gene 
 
The reporter gene assay was performed using the guanine riboswitch of B. subtilis located 
upstream of gene xpt fused to the lacZ reporter gene and the construct was integrated in the 
genome of B. subtilis by recombination. Briefly, cultures were started in minimal medium 
(containing 0.4% (w/v) glucose, 20 g/l (NH4)2SO4, 25 g/l K2HPO4, 6 g/l KH2PO4, 1 g/l sodium 
citrate, 0.2 g/l MgSO4•7 H2O, 0.2% (w/v) glutamate, 50 μg/ml L-tryptophan, 50 μg/ml L-
lysine and 50 μg/ml L-methionine) at the OD600 of 0.2 and in presence of different 
concentrations of the ligand tested. The β-galactosidase activity was measured after 4 h of 
growth at 35°C. Bacterial growth was measured at OD600 and β-galactosidase activity was 
measured at OD420 after bacterial lysis and incubation of 75 mins at 30°C with the substrate 
orthonitrophenyl-β-galactoside (ONPG) (BioShop, Burlington, ON). Miller Units were 
calculated. A decrease in β-galactosidase activity indicates binding of test compound to the 
riboswitch. Penicillin (Sigma Aldrich) and vancomycin were used as negative controls. This 
experiment was adapted from previously described protocols (18,19). 
 
2.6.7 Murine mastitis model 
 
A mouse mastitis model was used to evaluate the capacity of compound GRL-206 to reduce 
infection in vivo. Briefly, CD-1 lactating mice (12-14 day-old) were separated from their pups, 
anesthetized, and infected with S. aureus RF122, a reference strain associated to bovine 
mastitis. For inoculation, the fourth pair of glands found from head to tail (L4 and R4 glands) 
was first disinfected with 70% ethanol. Then, 100 µl of PBS containing 75-125 bacterial CFUs 
was slowly injected into the lactiferous duct with a 32-gauge blunt needle attached to a 1 ml 
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syringe. Four hours post-inoculation, mice were anesthetized a second time and compound 
GRL-206 (in PBS) was injected at different concentrations into the mammary glands 
previously infected. Six hours later, i.e. 10 h after bacterial inoculation, mammary glands were 
harvested and homogenized. CFU counts were obtained after plating serial dilution of 
mammary gland homogenates on TSA. Detection limit was approximately 200 CFU per gram 
of mammary glands. The institutional ethics committee on animal experimentation of the 
Faculté des Sciences of the Université de Sherbrooke (QC, Canada) approved these 
experiments and the guidelines of the Canadian Council on Animal Care were respected 
during all the procedures.  
 
2.7 RESULTS 
 
2.7.1 In vitro antibacterial activity 
 
The structures of the compounds used in this study are presented in Figure 1. 
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Figure 1. Structures of guanine (A) and pyrimidine compounds PC1 (B), GRL-206 (C), GRL-
371 (D), GRL-372 (E) and GRL-383 (F). The structures of compounds GRL-206, GRL-371, 
GRL-372 and GRL-383 are similar except for the length of the carbon chain at position 6 of 
the pyrimidine cycle. 
 
MICs assays were performed with compounds GRL-206, GRL-371, GRL-372 and GRL-383 
(Table 1). GRL-206 showed MICs between 4-8 µg/ml against S. aureus ATCC 29213, S. 
epidermidis ATCC 12228, CMRSA-2 (USA-100) and CMRSA-10 (USA-300). As expected, 
high MICs were obtained for E. coli strains and E. faecalis, which are bacterial species that do 
not possess a guanine riboswitch that controls expression of guaA. Compared to its parent 
strain, the hyperpermeable strain E. coli imp4213 is normally sensible to antibiotics like 
erythromycin and vancomycin. The high MIC value obtained for this strain confirms that 
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GRL-206 has no antibacterial activity even if it can enter in the cell. MICs similar to those of 
GRL-206 were obtained for compound GRL-372. Compound GRL-371 showed MICs greater 
than 128 µg/ml for all strains tested. MICs ranging from 8 to 32 µg/ml were obtained for all 
strains tested with compound GRL-383, showing no specific activity for this compound. 
Structure activity relationship (SAR) studies indicate here that shortening the carbon chain at 
position six of the pyrimidine cycle increases the MIC values for all strains tested. On the 
other hand, extending this carbon chain results in the loss of specific activity.  
 
Table 1. MICs of GRL-206, GRL-371, GRL-372, and GRL-383 against a panel of seven 
bacterial strains. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The MIC50 and MIC90 of GRL-206 and control antibiotics vancomycin, oxacillin and 
pirlimycin were determined (Table 2). The MIC50 and MIC90 of GRL-206 were 4 and 8, 8 and 
16 µg/ml for S. aureus bovine strains and MRSA strains, respectively. For S. epidermidis, 
where a guanine riboswitch also controls guaA expression, MIC50 and MIC90 of GRL-206 
were 4 and 8 µg/ml, respectively. For the other staphylococcal strains tested (S. hominis, S. 
chromogenes, S. haemolyticus and S. simulans), the presence of a guanine riboswitch 
controlling guaA expression was only confirmed in S. haemolyticus (sequenced genome 
available in GenBank). Interestingly, the MIC50 and MIC90 obtained for S. haemolyticus were 
respectively of 64 and 128 µg/ml and were similar to the MIC obtained for the non-target 
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strains, E. coli and E. faecalis. Vancomycin, oxacillin and pirlimycin were tested as 
comparators. The MIC50 and MIC90 were low except for E. coli which is not targeted by these 
compounds. 
 
Table 2. The MIC50 and MIC90 value of GRL-206 and control compounds against a variety of 
bacteria. 
 
 
 
VAN, vancomycin; OXA, oxacillin; PIR, pirlimycin 
MIC50 and MIC90 are given in µg/ml 
*MIC for oxacillin against S. aureus MRSA were performed in CAMHB with 2% NaCl 
 
The biological activity of GRL206 was further investigated. In kill kinetics experiments, GRL-
206 showed a dose-dependent activity against MRSA (Fig. 2A) and S. epidermidis (Fig. 2B). 
At 24 h, 128 µg/ml (32 x MIC) of GRL-206 reduced by 3.46 log the bacterial counts of 
CMRSA-10 (USA-300) and 64µg/ml (16 x MIC) of GRL-206 reduced by 2.75 log CFU/ml 
the bacterial counts of S. epidermidis ATCC 12228 in comparison to their initial inocula.  
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Figure 2. Kill kinetics experiments of GRL-206 against CMRSA-10 (USA-300) (A) and S. 
epidermidis ATCC 12228 (B). Strains were incubated with increasing concentrations of GRL-
206: 0, 4, 16, 32 and 128 µg/ml for CMRSA-10 (USA-300) and 0, 4, 8, 16 and 64 µg/ml for S. 
epidermidis ATCC 12228. Theses concentrations represent 1 to 32 x the MIC value obtained 
for these strains. 
 
2.7.2 Antibacterial activity against preformed biofilm 
 
The activity of GRL-206 was evaluated against bacteria embedded in preformed biofilms on 
peg lid (Figure 3). The use of 512 µg/ml (128 x MIC) of GRL-206 led to a 5,4 log10 reduction 
of S. aureus CFU/peg compared to the untreated biofilm. Control antibiotics gentamicin and 
vancomycin were also tested as positive and negative controls, respectively. The good activity 
of gentamicin against bacteria in biofilm was expected as well as the lack of activity of 
vancomycin (22).  
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Figure 3. Antibacterial activity of GRL-206 against S. aureus bovine strain 2117 embedded in 
preformed biofilm. Compound GRL-206 (A) and control antibiotics gentamicin (B) and 
vancomycin (C) were tested. Data were obtained from at least three independent experiments 
for GRL-206 and gentamicin and from at least two independent experiments for vancomycin. 
Significant differences in comparison to the no drug control are shown. Statistical analysis was 
performed using non-parametric one way ANOVA: *, P<0.05; **, P<0.001. 
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2.7.3 Specificity of antibacterial action 
 
Even though the MIC results have demonstrated the selective antibacterial activity of GRL-
206 against strains having a guanine riboswitch controlling guaA expression, supplementary 
assays were performed to confirm that this antibacterial activity involved the binding of GRL-
206 to the guanine riboswitch. To do so, a gene reporter assay was performed using a strain of 
B. subtilis with a guanine riboswitch-lacZ fusion construct integrated in the genome 
(Figure 4). The use of 512 µg/ml of GRL-206 reduced the guanine riboswitch controlled β-
galactosidase activity by 75% in comparison to the untreated culture (P<0.0001). The negative 
controls vancomycin and penicillin were assayed and, as expected, no repression of β-
galactosidase activity was observed with these antibiotics.  
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Figure 4. Activity of GRL-206 in a gene reporter assay. The transcriptional fusion of a 
guanine riboswitch of B. subtilis with reporter gene lacZ was integrated in the genome of B. 
subtilis. The β-galactosidase activity was measured in minimal medium with different 
concentrations of GRL-206 (A), vancomycin (B) and penicillin (C) after 4 h incubation. 
Vancomycin and penicillin were used as negative control because they do not interact with 
guanine riboswitch and thus, do not regulate reporter gene expression in this assay. The results 
were obtained from at least three independent experiments. Statistical analysis was performed 
using non-parametric one way ANOVA: ****, P<0.0001. 
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A kill kinetics experiment was also performed using GRL-206 and compound 2,6-
diaminopurine (Figure 5). Results obtained showed that growth of S. aureus ATCC 29213 was 
significantly restored in presence of GRL-206 with 7.5 mM 2,6-diaminopurine (Figure 5A, 
P<0.05). Moreover, this same experiment was also performed with PC1 used as a positive 
control because its binding to guanine riboswitch was already demonstrated (12). Again, 
bacterial growth was significantly restored in presence of PC1 with 7.5 mM 2,6-diaminopurine 
(Figure 5B, P<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Activity of GRL-206 (A) or PC1 (B) against S. aureus ATCC 29213 supplemented 
with 2,6-diaminopurine (DAP) for 10 h. Experiments were performed in absence of antibiotic 
(Ctrl) or in presence of 128 µg/ml of GRL-206 (A) or 200 µg/ml of PC1 (B). Cultures with 
antibiotic were also supplemented with 0 mM, 4 mM, 6 mM or 7.5 mM of DAP. Bacterial 
permeability to DAP was increased using 0.2% Triton X-100 (v/v). Experiments were 
repeated at least three times. Statistical analysis was performed using non-parametric one way 
ANOVA: *, P<0.05. 
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2.7.4 Efficacy in an animal model 
 
The in vivo antibacterial activity of GRL-206 was assessed using a murine mastitis model 
(Figure 6). GRL-206 significantly reduced mammary gland colonization of the bovine strain S. 
aureus RF122 (MIC of 8 µg/ml). A reduction of 0.8 log10 CFU/g of gland compared to the 
untreated control was achieved usind a single dose of 1 mg/gland (P <0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. GRL-206 reduced the growth of S. aureus bovine strain RF122 in a murine mastitis 
model. GRL-206, in PBS, was administered at 0, 250, 500 or 1000 µg per mammary gland. 
Dots represent the CFU of each individual gland (n = 5–8). The middle bars indicate median 
value for each group whereas the boxes specify quartiles Q1-Q3. Statistical analysis was 
performed using the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s post test: *, P<0.05. 
 
2.8 DISCUSSION 
 
The data presented in this study show the specific antibacterial activity of the new pyrimidine 
compound GRL-206 derived from PC1. It was previously described that PC1 only inhibits the 
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growth of target strains that have in their genome a guanine riboswitch controlling the 
expression of guaA gene implicated in GMP formation (12). The MIC obtained with GRL-206 
were similar to the one obtained with PC1 in presence of 1.5 mM dithiothreitol (DTT) for the 
same bacterial strains (7) thus suggesting that its antibacterial activity was specific to 
riboswitch binding. GRL-206 showed better stability than PC1 because no DTT, which 
prevents oxidation, was needed to obtain theses MICs. Structure activity relationship (SAR) 
studies for compounds GRL-206, GRL-371, GRL-372 and GRL-383 indicates that even a 
small modification of the structure of GRL-206 changes the level and selectivity of its 
antibiotic activity. This reinforces the fact that riboswitches specifically recognize their 
cognate ligand and that they discriminates between very similar compounds (20). Results 
obtained in preformed biofilms experiments showed that GRL-206 can penetrate in the 
biofilm, reach its target and kill bacteria embedded in this structure (Figure 3). This is an 
interesting characteristic because most antibiotics are less efficient to kill bacteria within a 
biofilm (10) resulting in chronic and persistent infections (9,21). Results obtained for the 
controls antibiotics gentamicin (positive control) and vancomycin (negative control) were in 
correlation with the litterature (22). 
 
We suggest that GRL-206 can regulate gene expression most likely via its binding to the 
guanine riboswitch. This was further supported using the gene reporter assay where GRL-206 
reduced β-galactosidase activity as it was previously observed with PC1 (12). To confirm this 
last result, a kill kinetic assay was performed using GRL-206 supplemented with 2,6-
diaminopurine (DAP) (Figure 5). It was described in earlier studies that DAP could serve as a 
source of guanine for auxotrophic bacterial strains (guanineless or xanthineless) (23). It was 
also described that guanine was formed after the deamination of 2,6-diaminopurine by a 
deaminase present in the bacteria (24,25). The results obtained in this assay suggest that DAP 
was effectively converted in guanine and then in GMP because of the diminution of bacterial 
mortality observed even in presence of GRL-206 or PC1. DAP seems to circumvent the action 
of PC1 and GRL-206 which, in the case of PC1, was confirmed to enable the bacteria to make 
GMP when guanine level is low in the cell (12). 
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The MIC50 and MIC90 showed that the activity of GRL-206 varied between bacterial species 
and compared to that measured against S. aureus and S. epidermidis, the inhibitory of GRL-
206 was not as efficient against S. haemolyticus strains. This species has a guanine riboswitch 
that controls guaA expression but MICs were high for some of the strains (Table 2) and were 
similar to MICs obtained for the non-target E. coli and E. faecalis strains. Furthermore, even 
though GRL-206 was bactericidal in kill kinetics experiments (Figure 2), its activity seemed 
less rapidly effective than that observed for PC1. Indeed, the activity of PC1 was highly 
bactericidal in a short period of time and was similar to the activity of one of the most 
bactericidal agents ciprofloxacin (12). GRL-206 had a profile more similar to vancomycin 
(12), an antibiotic known for its slow bactericidal activity. A certain reduction of activity of 
GRL-206 compared to PC1 was also observed in vivo in the mouse mastitis model. We 
demonstrated that GRL-206 could reduce the bacterial counts in the mammary gland. 
However, results previously obtained with PC1 showed a better activity (>50 fold) than GRL-
206 in this model but the conditions tested were not exactly the same (12). In this study, the 
strain used in the animal model was S. aureus RF122 and in the previous study, it was S. 
aureus Newbould although both strains were of bovine origin. This in vitro and in vivo 
reduction of activity might be related with the capacity of GRL-206 to enter the bacterial cell. 
Effectively, the mechanism of entry of GRL-206 remains unknown. Maybe some of the target 
bacterial species are more permeable or have a better ability to utilize GRL-206 compared to 
others, like perhaps in the case of S. haemolyticus. If the entry of GRL-206 is less effective 
than PC1, this could possibly explain its slower antibacterial activity. Furthermore, the carbon 
chain present at position 6 of the pyrimidine cycle of GRL-206 could also affect its 
bioavailability in the mouse model by complexing with lipophilic compounds present in the 
milk, for example.  
 
Finally, this study describes a new pyrimidine compound, GRL-206, that has a better chemical 
stability than PC1 and retain specificity toward bacteria having a guanine riboswitch 
controlling the expression of guaA. Compared to PC1, GRL-206 has a reduced in vitro and in 
vivo antibacterial activity. More studies will be carried out to determine if the reduction of 
activity of GRL-206 is resulting from differences in bacterial cell uptake, riboswitch binding 
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affinity and/or pharmacological properties. The information gathered in this study provides a 
solid base for further design of pyrimidine compounds with antibacterial activities. 
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CHAPITRE 3 
 
RESULTATS SUPPLEMENTAIRES 
 
 
3.1 Essai de compétition avec la 2-aminopurine (2AP) 
 
Dans le but d’avoir une meilleure idée de la spécificité d’action du composé GRL-206, un 
essai de compétition avec la 2-aminopurine (2AP) a été effectué. Ce composé émet 
naturellement de la fluorescence et est connu pour lier le riborégulateur guanine. Lorsque lié 
au riborégulateur, il n’est pas possible de mesurer la fluorescence qu’il émet. Si le composé 
d’intérêt ajouté dans l’essai lie le riborégulateur guanine, il va entrer en compétition avec la 
2AP qui sera délogée, alors il sera possible de mesurer une augmentation de la fluorescence. 
Plus précisément dans cet essai, 5 µM de l’ARN du riborégulateur guanine de B. subtilis 
régulant le gène xpt a été utilisé avec 50 nM de 2AP et diverses concentrations du composé à 
tester. La méthode utilisée a été décrite dans l’article Heppell et al. (2009).  
 
Les résultats sont présentés selon la fluorescence mesurée en présence du composé d’intérêt 
(F) relativement à la valeur de fluorescence mesurée en absence du composé d’intérêt (F0) en 
fonction de la concentration du composé d’intérêt testée (figure 3.1). Comme contrôle positif, 
la guanine a été utilisée et en effet, elle entre en compétition avec la 2AP pour la liaison au 
riborégulateur guanine car une augmentation de la fluorescence a été mesurée. Comme 
composés d’intérêts, GRL-204 et GRL-206 ont été utilisés. La structure du composé GRL-204 
est comparable à celle de GRL-206 mis à part l’ajout d’un groupement nitro (NO2) en position 
5 du cycle pyrimidine. Les résultats obtenus démontrent que le composé GRL-204 lie le 
riborégulateur guanine de B. subtilis, car une augmentation prononcée de la fluorescence a été 
observée. Pour GRL-206, en utilisant la même concentration ou le double de concentration 
que GRL-204, il n’y a pas d’augmentation de la fluorescence qui a été observée, ce qui 
suggère que ce composé ne lie pas le riborégulateur guanine ou que sa constante de liaison est 
faible. Par contre, il est à noter que les CMI obtenues pour le composé GRL-204 en utilisant 
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les mêmes sept souches qu’avec GRL-206 (article 1 au chapitre 2) étaient élevées (>128 
µg/ml) autant pour les souches cibles que non cibles. Un essai avec l’ARN du riborégulateur 
guanine de S. aureus a aussi été effectué. Par contre, aucun résultat n’a été obtenu car pour lier 
suffisamment la 2AP, il fallait utiliser une grande quantité de cet ARN, soit plus de 72 µM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.1 Essai de compétition avec la 2AP pour la liaison au riborégulateur guanine. 
Les résultats sont présentés selon la fluorescence mesurée en présence de la guanine, de GRL-
204 ou GRL-206 relativement à la fluorescence mesurée en absence du composé d’intérêt 
(2AP + ARN) en fonction de la concentration du composé d’intérêt testée. L’essai a été 
effectué une fois avec l’ARN du riborégulateur guanine de B. subtilis régulant le gène xpt.  
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3.2 Affinité de liaison des composés aux riborégulateurs guanine de S. aureus et Clostridium 
difficile 
 
Dans le laboratoire du Pr Daniel Lafontaine, qui est un collaborateur au projet, des essais de 
liaison par la technique du in-line probing ont été réalisés par Anne-Marie Lamontagne pour 
permettre de savoir si les composés se lient ou non au riborégulateur guanine. Brièvement, 
l’ARN est une molécule qui se dégrade naturellement. Cette dégradation dépend de la 
conformation de l’ARN. Par exemple, l’ARN double brin est plus stable que le simple brin et 
ce sera plus long avant qu’il n’adopte une conformation linéaire propice à la dégradation par 
une attaque nucléophilique (Regulski et Breaker, 2008). Cet essai consiste à mettre l’ARN 
radiomarqué du riborégulateur guanine à l’étude en présence du composé d’intérêt. Les 
échantillons sont incubés durant 2 jours dans le mélange réactionnel. La réaction est ensuite 
arrêtée et les échantillons sont déposés sur gel de polyacrylamide dénaturant. Par 
autoradiographie, il est possible d’observer s’il y a présence de bandes représentant le 
complexe du ligand lié à l’ARN qui n’a pas été dégradé. Le profil de migration est aussi 
comparé avec celui de l’ARN seul. Avec cette méthode, il est aussi possible de mesurer la 
constante de dissociation des composés (Kd) liés à l’ARN. La méthode utilisée est adaptée de 
l’article Regulski et Breaker (2008). 
 
Les essais de in-line probing ont été effectués pour les 430 composés dérivés de PC1 
synthétisés durant le projet de maîtrise et ce, avec l’ARN du riborégulateur guanine de S. 
aureus ainsi que ceux de Clostridium difficile. Chez C. difficile, il y a quatre riborégulateurs 
guanine qui régulent chacun l’expression de l’un des gènes suivant soit guaA, pbuG, xpt ou 
uraA. La bactérie C. difficile est étudiée dans le laboratoire du Pr Louis-Charles Fortier 
(Département de microbiologie et d’infectiologie, Faculté de médecine et sciences de la santé, 
Université de Sherbrooke) ce qui explique pourquoi les composés sont aussi testés chez cette 
dernière. Tel que mentionné précédemment, chez S. aureus, il y a seulement un riborégulateur 
guanine qui régule l’expression de l’opéron de quatre gènes xpt-pbuX-guaB-guaA. Une 
analyse sommaire a été réalisée pour tenter de déterminer la spécificité de ces différents 
riborégulateurs pour les composés. Les résultats obtenus pour quelques composés sont 
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présentés dans le tableau 3.1 ci-dessous. Sur les 419 composés qui ont été testés en in-line 
probing pour chacun des riborégulateurs, celui contrôlant uraA en lie le plus grand nombre, 
soit 192. Le riborégulateur guanine de S. aureus en lie 172, ce qui est moins élevé que pour les 
riborégulateurs de C. difficile xpt, pbuG et uraA. De plus, les valeurs de Kd présentées dans le 
tableau semblent mettre en évidence ces derniers résultats avec des valeurs plus élevées pour 
les riborégulateurs guanine de S. aureus et de C. difficile régulant guaA qui ont le moins 
d’affinité pour les composés. De plus, pour le composé GRL-206, une seule valeur de in-line 
probing a été obtenue dans les conditions testées et ce, pour le riborégualteur de C. difficile 
régulant pbuG qui est un transporteur de guanine/hypoxanthine. GRL-206 a inhibé la 
croissance de la souche C. difficile ATCC 700057 avec une CMI de 78 µg/ml (essai effectué 
dans 50% de milieu BHI et 50% de milieu CAMHB). 
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Tableau 3.1 Résultats obtenus en in-line probing et valeurs de Kd mesurées 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Légende : Les résultats in-line probing sont présentés ainsi que les Kd mesurés en µM. La 
concentration maximale testée pour les composés était de 1000 µM. Pour certains composés, 
le résultat en in-line probing était positif (+) mais le Kd n’a pas été mesuré (<1000 µM). Les 
résultats sont donnés pour les riborégulateurs guanine de S. aureus et C. difficile. Les essais 
ont été effectués par Anne-Marie Lamontagne (laboratoire Pr Daniel Lafontaine). 
 
3.3 Essai du gène rapporteur lacZ avec le riborégulateur guanine de S. aureus 
 
Tel que décrit dans l’article scientifique (chapitre 2), un essai visant à déterminer la spécificité 
d’action de GRL-206 a été effectué avec l’essai du gène rapporteur lacZ. Cette fois-ci, c’est 
l’ARN du riborégulateur guanine de S. aureus régulant l’opéron xpt qui a été fusionné avec le 
gène rapporteur lacZ et intégré dans le génome de B. subtilis. Après incubation de la bactérie 
et du composé d’intérêt dans le milieu minimum, l’activité de la β-galactosidase a été mesurée 
(figure 3.2). Les résultats obtenus semblent démontrer qu’à 512 µg/ml, GRL-206 diminue 
l’activité de la β-galactosidase. Pour les concentrations de 128 et 256 µg/ml, l’activité de la β-
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galactosidase est égale ou plus élevée que celle du contrôle où il n’y a pas de composé. De 
plus, la diminution de l’activité de la β-galactosidase est moins prononcée (20% de moins) que 
celle obtenue avec la fusion du riborégulateur guanine de B. subtilis régulant le gène xpt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.2 Essai du gène rapporteur lacZ avec le riborégulateur guanine de S. aureus. 
L’activité de la β-galactosidase est représentée en Unités Miller relatives en fonction de la 
concentration testée de GRL-206. Les résultats ont été obtenus à partir de 3 expériences 
indépendantes. Les statistiques ont été calculées par one way ANOVA non paramétrique. 
  
0 1 2 8 2 5 6 5 1 2
0
2 5
5 0
7 5
1 0 0
1 2 5
G R L -2 0 6  (µ g /m l)
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
n
it
é
s
 M
il
le
r 
R
e
la
ti
v
e
s
 (
%
)
*
*
*
  
63 
CHAPITRE 4 
 
DISCUSSION GENERALE 
 
 
Cette étude s’inscrit dans les efforts de recherche visant à développer de nouvelles classes 
d’antibiotiques ayant de nouvelles cibles thérapeutiques dans le contexte où il est de plus en 
plus fréquent d’observer des bactéries moins sensibles ou résistantes aux antibiotiques 
existants. Un fait est que la plupart des antibiotiques développés depuis les 40 dernières 
années sont des dérivés des classes antibiotiques existantes et ont souvent les mêmes cibles 
(Blount et Breaker, 2006; Powers, 2004). Depuis la découverte des riborégulateurs en 2002, 
plusieurs équipes ont énoncé que l’utilisation d’un ligand mimant le métabolite liant un 
riborégulateur peut permettre de tuer la bactérie (Blount et Breaker, 2006; Mulhbacher et al., 
2010b). Pour poursuivre avec cette idée, les scientifiques s’intéressent de plus en plus aux 
riborégulateurs comme cible thérapeutique. La classe de riborégulateurs la mieux définie est 
celle des riborégulateurs de purines comprenant ceux de l’adénine, de la 2’-déoxyguanosine 
ainsi que de la guanine. Ces riborégulateurs sont parmi les plus simples à étudier car leur 
structure est peu complexe (Garst et al., 2011). La bactérie S. aureus comporte un 
riborégulateur guanine régulant l’expression d’un opéron de quatre gènes, dont guaA, qui code 
pour une GMP synthétase formant le GMP qui est un composé essentiel à la survie de la 
bactérie. S. aureus est un pathogène d’importance autant chez l’homme que chez les animaux 
comme les bovins. Chez l’humain, la plupart des souches de SARM proviennent des hôpitaux 
ou de la communauté et causent plusieurs types d’infections allant d’infections de la peau à 
des infections systémiques mortelles. Chez les bovins, cette bactérie est impliquée dans la 
mammite ce qui résulte en des pertes économiques énormes pour les producteurs laitiers 
(Seegers et al., 2003). Aussi, il devient de plus en plus fréquent d’observer des souches de S. 
aureus dites multirésistantes aux antibiotiques. La problématique reliée aux infections à S. 
aureus réitère le fait qu’il est primordial de développer de nouvelles stratégies de traitement. 
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En 2010, Mulhbacher et al. (2010a) ont publié un article décrivant un composé pouvant lier le 
riborégulateur guanine de S. aureus. Ce composé est nommé PC1 et est une pyrimidine 
dérivée de la structure de la guanine. PC1 a démontré plusieurs caractéristiques intéressantes 
comme une activité antibactérienne spécifique aux bactéries ayant un riborégulateur guanine 
régulant l’expression du gène guaA, des valeurs de CMI faibles pour ces souches, une activité 
bactéricide comparable à celle de la ciprofloxacine en courbe de mortalité ainsi qu’une activité 
in vivo dans le modèle murin de la mammite. Par contre, PC1 n’est pas un composé très stable, 
car il y a dimérisation en un composé moins actif en présence d’oxygène (figure 4.1).  
 
 
 
 
Figure 4.1 Dimérisation de PC1 en présence d’oxygène. Lorsque PC1 est en contact avec 
l’oxygène, il y a dimérisation en un composé inactif ayant une faible solubilité. Cette 
dimérisation semble être favorisée par la présence des groupements amines en position 4 et 5 
du cycle pyrimidine ainsi qu’un groupement cétone en position 6. Figure tirée et adaptée de 
l’article Mulhbacher et al., (2010a). 
  
Le projet de maîtrise a donc eu pour but d’évaluer et d’optimiser des composés ayant des 
caractéristiques antibactériennes comparables à celles de PC1 et surtout, ayant une meilleure 
stabilité que PC1 pour remédier à son problème de dimérisation. Notre hypothèse était que 
parmi tous les composés synthétisés, certains auraient présenté une activité bactéricide 
similaire ou meilleure que celle observée avec PC1 pour des souches de SARM, des souches 
bovines de S. aureus et des souches de S. epidermidis et aussi, ces composés auraient été 
efficaces pour le traitement d’infections expérimentales chez la souris. Pour démontrer cette 
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hypothèse, le premier objectif a été d’évaluer l’activité antibactérienne in vitro et in vivo des 
nouvelles molécules dérivées de PC1 contre diverses souches de S. aureus et S. epidermidis. 
Le deuxième objectif a été de démontrer la liaison au riborégulateur guanine des nouvelles 
molécules dérivées de PC1. 
 
Au cours du projet de maîtrise, 430 composés dérivés de PC1 ont été synthétisés dans le 
laboratoire du collaborateur au projet, Pr Éric Marsault. Parmi ces composés, GRL-206 a 
retenu plus particulièrement notre attention. Cette pyrimidine, qui a une chaine de carbone en 
position 6, a démontré des valeurs de CMI équivalentes à celles obtenues avec PC1 (en 
présence de 1,5 mM DTT) pour les souches cibles. Ce résultat intéressant laisse supposer que 
GRL-206 est plus stable que PC1 car aucun DTT n’a été utilisé pour obtenir ces CMI. Le DTT 
est un agent réducteur prévenant la dimérisation de PC1 en un composé inactif (Mulhbacher et 
al., 2010a; Ster et al., 2013). De plus, la structure de GRL-206 semble moins propice à la 
dimérisation que celle de PC1 car il n’y a pas de groupement amine à la position 5 du cycle 
pyrimidine et il y a une chaine de carbone en position 6 comparativement à un groupement 
cétone pour PC1. Dans le but de confirmer l’activité antibactérienne spécifique de GRL-206, 
des essais de CMI50 et CMI90 ont été effectués. Bien que de faibles valeurs de CMI50 et CMI90 
aient été obtenues pour la plupart des souches cibles testées, certaines souches semblaient 
moins sensibles à GRL-206 même en présence du riborégulateur guanine régulant guaA 
comme pour S. haemolyticus. Ensuite, en courbe de mortalité, l’effet bactéricide dose-
dépendant de GRL-206 a été démontré, mais la mortalité était moins rapide que celle obtenue 
avec PC1. GRL-206 a démontré une efficacité pour tuer des bactéries se retrouvant dans un 
biofilm, ce qui est très intéressant car la plupart des antibiotiques existants sont moins 
efficaces pour traiter ce type d’infection (de la Fuente-Núñez et al., 2013). L’efficacité de 
GRL-206 a aussi été démontrée dans un modèle complexe d’infection, soit le modèle murin de 
mammite. Bien qu’une diminution significative du décompte bactérien ait été observée pour la 
plus grande concentration testée de GRL-206 en comparaison avec le contrôle sans GRL-206, 
il semble que l’activité de ce composé était moins élevée que celle obtenue avec PC1 
auparavant avec le même modèle (Mulhbacher et al., 2010a). Par contre, une souche 
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bactérienne différente avait été utilisée, alors il n’est pas possible d’effectuer une comparaison 
directe entre les deux résultats.  
 
Pour répondre au deuxième objectif du projet de maîtrise visant à démontrer la liaison de 
GRL-206 au riborégulateur guanine, des essais de gène rapporteur (β-galactosidase) et de 
compétition avec la 2AP ont été effectués. Premièrement, les essais du gène rapporteur lacZ 
ont permis de démontrer que l’utilisation de 512 µg/ml de GRL-206 permettait de diminuer 
l’activité de la β-galactosidase. Ce résultat laisse supposer que GRL-206 lie le riborégulateur 
guanine. De plus, nous avons constaté qu’il y avait une différence entre les résultats obtenus 
pour le riborégulteur guanine de B. subtilis et celui de S. aureus. En effet, il semble y avoir 
une plus grande variation dans les résultats obtenus avec celui de S. aureus selon les 
concentrations testées et l’activité de la β-galactosidase a été moins diminuée que pour l’essai 
avec le riborégulateur guanine de B. subtilis. La diminution de l’activité de la β-galactosidase 
avait aussi été démontrée précédemment avec PC1 (Mulhbacher et al., 2010a). Pour l’essai de 
compétition avec la 2AP, les résultats obtenus sont peu concluants pour le composé GRL-206. 
Dans cette expérience, il n’a pas été possible d’observer une augmentation de la fluorescence 
due au relargage de la 2AP dans le milieu suite à l’ajout de GRL-206, ce qui indique que ce 
composé ne semble pas lier de riborégulateur guanine dans les conditions testées. Une fois de 
plus, les résultats obtenus avec le riborégulateur guanine de B. subtilis et celui de S. aureus 
diffèrent. Un essai avec l’ARN du riborégulateur guanine de S. aureus a été effectué mais ce 
dernier liait très faiblement la 2AP à des concentrations en ARN jusqu’à 15 fois plus élevées 
que celles utilisées avec le riborégulateur guanine de B. subtilis.  
 
Pour avoir une meilleure idée quant à l’affinité des différents riborégulateurs guanine pour les 
composés testés, nous avons comparé le nombre de composés liés par le riborégualteur 
guanine de S. aureus avec ceux retrouvés chez C. difficile. Il a été possible de constater que 
celui de S. aureus liait moins de composés que ceux de C. difficile à l’exception de celui 
régulant l’expression de guaA. Les valeurs de Kd mesurées ont aussi démontré que le 
riborégulateur guanine de S. aureus avait des valeurs plus élevées que pour les riborégulateurs 
guanine de C. difficile toujours à l’exception de celui régulant l’expression de guaA.  
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Dans le but de confirmer si oui ou non GRL-206 lie le riborégulateur guanine de S. aureus, un 
essai de courbe de mortalité avec GRL-206 supplémenté avec la DAP a été effectué, car les 
résultats obtenus pour les essais β-galactosidases et pour l’essai de compétition avec la 2AP 
n’allaient pas dans le même ordre d’idées. La supplémentation avec la DAP a permis de 
diminuer significativement la mortalité des bactéries en présence de GRL-206. Ce résultat a 
aussi été démontré avec PC1, qui l’ont sait lie le riborégulateur guanine de S. aureus 
(Mulhbacher et al., 2010a). Ce résultat semble confirmer que GRL-206 agit au niveau de la 
voie de synthèse du GMP in bacterio, c’est-à-dire dans la bactérie. Précédemment, la DAP 
avait été décrite comme un composé pouvant servir de source de guanine pour les bactéries 
mutant auxotrophes dans la voie de synthèse du GMP (Demain et Shigeura, 1968). Cela est 
possible via la conversion de la DAP en guanine par des déaminases présentes dans les 
bactéries (Hartenstein et Fridovich, 1967; Garber et Gots, 1980).  
 
À la lumière des résultats obtenus pour le composé d’intérêt GRL-206, il nous est possible de 
proposer une hypothèse qui illustre ce qui se passe avec GRL-206 chez la bactérie (figure 4.2). 
Nous croyons que GRL-206 n’est pas un composé pouvant lier le riborégulateur guanine 
lorsque retrouvé sous sa forme initiale. Par contre, dans une bactérie vivante, ce composé 
pourrait subir une modification le rendant actif, ce qui veut dire qu’il peut alors lier le 
riborégulateur guanine. GRL-206 semblerait agir comme une prodrogue qui se définit par un 
composé qui est administré sous une forme inactive et lorsque métabolisé in vivo, devient un 
composé actif. Si cette hypothèse est véridique, cela pourrait expliquer pourquoi dans l’essai 
de compétition avec la 2AP ainsi que dans l’essai in-line probing, il n’y a pas de liaison au 
riborégulateur guanine qui a été observée. En effet, dans ces essais, seulement l’ARN du 
riborégulateur guanine a été utilisé avec GRL-206 qui n’a pas pu subir une modification par 
une enzyme. Contrairement à ces deux derniers essais, les autres expériences qui ont été 
effectuées nécessitaient l’utilisation de bactéries vivantes avec GRL-206. Nous suggérons la 
possibilité que GRL-206 puisse subir une déamination par des déaminases tout comme la 
DAP, car les résultats obtenus dans l’essai de la courbe de mortalité supplémentée avec la 
DAP laissent croire que de telles enzymes sont présentes chez S. aureus. Si tel est le cas, 
GRL-206 pourrait être déaminé, par exemple, en PC2 qui est un composé ayant préalablement 
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été décrit dans l’article Mulhbacher et al. (2010a). Dans cet article, il avait été démontré que 
PC2 liait le riborégulateur guanine. Par contre, tout comme GRL-204, aucune valeur de CMI 
n’a été obtenue pour PC2 aux concentrations testées. D’autres enzymes pourraient aussi 
modifier GRL-206 en un composé actif.  
 
 
 
 
Figure 4.2 Mode d’entrée et de conversion suggérés de GRL-206 chez S. aureus. Les 
modes d’entrées et de conversion hypothétiques de GRL-206 sont représentés dans la partie 
droite de la figure. GRL-206 pourrait entrer par diffusion dans la bactérie grâce à la chaine de 
carbone en position 6 le rendant lipophile. GRL-206 pourrait aussi entrer via des transporteurs 
membranaires de la bactérie (NupG, PbuG ou autres). Une fois dans la bactérie, GRL-206 
semble être transformé en un composé pouvant lier le riborégulateur guanine. Cette 
transformation pourrait avoir lieu grâce à des enzymes comme des déaminases ou autres. Nous 
suggérons aussi que GRL-206 pourrait être transformé en PC2. Figue tirée et adaptée de 
l’article Mulhbacher et al., (2010a). 
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Pour mieux comprendre comment GRL-206 exerce son activité antibiotique, il serait 
intéressant de savoir comment ce composé entre dans la bactérie. Par exemple, par sa chaine 
de carbone en position 6 du cycle pyrimidique, GRL-206 pourrait peut-être entrer par simple 
diffusion dans la bactérie. Aussi, peut-être que ce composé utilise des transporteurs au niveau 
de la membrane pour entrer dans la bactérie. Le mode d’entrée dans la bactérie qu’utilise 
GRL-206 peut être différent de celui utilisé par PC1. Si c’est le cas, cela pourrait expliquer la 
différence observée quant à l’activité de ces deux composés en courbes de mortalité. En effet, 
si le mode d’entrée dans la bactérie de GRL-206 est moins efficace que celui de PC1, cela 
pourrait expliquer pourquoi il tue moins rapidement et en moins grande quantité les bactéries 
dans cet essai. De plus, il se peut que le mode ou l’efficacité d’entrée de GRL-206 diffère 
selon différentes souches bactériennes. Par exemple, peut-être que certaines souches de S. 
heamolyticus sont capables de faire entrer plus efficacement GRL-206 que d’autres, ce qui 
expliquerait la grande différence entre les valeurs de CMI50 et CMI90 obtenues. Une autre 
explication serait que les enzymes qui transforment GRL-206 en un composé actif soient plus 
efficaces pour certaines souches.  
 
Tel que cité précédemment, GRL-206 pourrait peut-être entrer par diffusion dans la bactérie 
grâce à la chaine de carbone en position 6 le rendant lipophile. Bien que cette caractéristique 
puisse permettre son entrée dans la bactérie, il se peut que dans un modèle plus complexe, 
comme un modèle d’infection in vivo chez la souris, cela puisse nuire à son activité 
antibactérienne. Effectivement, nous avons constaté que GRL-206 exerçait une activité 
antibactérienne dans le modèle murin de mammite. Par contre, pour observer une diminution 
significative du décompte bactérien, une grande concentration du composé a due être utilisée. 
Nous pensons que GRL-206 n’est peut-être pas pleinement biodisponible dans ce modèle. Par 
exemple, il se peut qu’il y ait formation d’un complexe avec des composés gras ou d’autres 
éléments présents dans le lait ou encore, que GRL-206 se fixe à un élément présent au niveau 
de l’épithélium de la glande mammaire.  
 
Finalement, comme perspectives, nous voudrions aller vérifier les hypothèses énoncées plus 
haut. Dans la littérature, il a y peu d’information de disponible quant aux différents 
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transporteurs de purines et pyrimidines présents chez S. aureus, alors il serait très intéressant 
d’investiguer davantage sur ce point. Nous voudrions créer des mutants de délétion pour les 
quelques transporteurs de purines et pyrimidines connus pour tenter de savoir comment GRL-
206 entre dans la bactérie. De plus, nous voudrions muter des enzymes chez la bactérie, 
comme des déaminases, que l’ont croit qui pourraient être impliquées dans la transformation 
de GRL-206 en un composé actif. À plus grande échelle, ces expériences nous permettraient 
aussi de savoir comment les autres composés synthétisés entrent et sont transformés dans la 
bactérie comme pour PC2 et GRL-204. 
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CHAPITRE 5 
 
CONCLUSION 
 
 
Pour conclure, l’étude présentée a permis de mieux caractériser le composé GRL-206 faisant 
partie d’une nouvelle classe d’antibiotiques qui lient le riborégulateur guanine. Ce composé a 
démontré des caractéristiques antibactériennes intéressantes comparables à celles obtenues 
auparavant avec PC1. L’analyse des résultats lors de cette étude nous a permis d’établir des 
liens entre la structure et l’activité des composés. De plus, il nous a été possible de constater 
que les riborégulateurs guanine ne lient pas tous de la même manière les composés. Cette 
observation nous indique qu’il faut choisir judicieusement le riborégulateur guanine à utiliser 
selon l’étude que l’on veut effectuer. Nous poursuivrons l’étude en synthétisant des composés 
ayant une structure définie et qui, selon nos analyses précédentes, auront une grande chance de 
répondre aux critères voulus soit d’être stables, de lier le riborégulateur guanine et d’exercer 
une forte activité antibiotique spécifique. Le potentiel d’une étude comme celle-ci est très 
grand est prometteur et pourrait éventuellement permettre d’éradiquer un pathogène 
problématique et d’importance comme S. aureus.  
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